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知られている。例えば， N-結合型糖タンパク質である y- グルタミルトランスフエラーゼの肝癌由来のものには，
bisecting GlcNAc と呼ばれる構造を持つものが多く存在するが，正常肝由来のものには殆ど観られな L、。一方，正
常でも腎臓由来のものには，ほぼすべての糖鎖にこの構造が観られる。このことは， bisecting GlcNAc 構造を生合







た。本研究ではこの方法を応用し， GnT-illの基質を蛍光標識して，反応生成物を HPLC で分離し定量する新しい
測定法を確立した。
GnT-illの精製
ラットの腎臓約2. 2kgのホモジネートより， ミクロゾーム分画を得， 1 %TritonX -100を含む溶液で GnT-illを抽
出した。この抽出液を QAE-Sepharose を用いたイオン交換， Hydroxylapatite，銅キレート Sepharose，コンカ




精製標品 3μg をトリプシンで酵素消化し，ペプチドを HPLC の逆相カラムで分取後，全自動アミノ酸配列分析
器にて分析した。得られた部分アミノ酸配列より，それに相当する核酸を合成してプライマーとしラット腎の
cDNA を鋳型にして PCR を行った。次に，この PCR 増幅産物をプローブに用いてラット腎ライブラリーをスクリー
ニングし，複数のポジティブクローンを得た。そして，これらのクローンの配列分析より， GnT-mの全コード領域








cDNA より GnT-mの構造は，アミノ酸536残基からなり， N-結合型糖鎖の結合可能サイトは 3 カ所存在すると
推定された。また， SDS 電気泳動では分子量約62kDa を示した。現在までに報告のあった他の糖転移酵素と GnT­
Eの構造を比較すると，アミノ酸配列上のホモロジーは全くみられないが， N 末端付近に膜貫通部分，続いて Pro
残基の多い幹部分，そして C 末端側に酵素反応部位が存在すると云う全体のトポロジーは非常に類似していること
が判明した。
GnT-mの cDNA を発現ベクターに組み込み， COS-1 細胞を用いて GnT-mの一過性発現を試みたところ，対象
群に比べて約3600倍もの活性上昇が観察された。
論文審査の結果の要旨








を発現ベクターに組み込み， COS-1 細胞に一過性で N-アセチルグルコサミン転移酵素直を発現させることにも成
功した口
生体内に存在する複合糖類の糖鎖構造は多様で，細胞の分化や癌化また個体の発生段階においてさらに変化するこ
とが知られているが， これらの出現に関する機序やその意義は未だに明らかにはされておらず，詳細な解明が待たれ
ている。この意味においても，本研究は今後の発展につながる礎となるもので，学位に値すると認められる。
